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(54) nUe: TUMOUR VACCINE FOR IMMUNOTHERAPY OF MALIGNANT TUMOURS 

(54) Beieichnung: TUMOR IMPFSTOFF F(JR DIE IMMUNTHERAPIE VON MALIGNEN TUMOREN 

(57) Abstract 

The invention concerns a tumour vaccine in which the immunogcnicity of tumour cells, tumour associated antigens or antigen panial^ 
structures arc reinforced through genetic modification or through chemical bonding to an exogenous thermal shock protein. The use of 
microbial thermal shock proteins or their genes is preferred which are derived from mycobacteria, Escherichia coli or from Chlamydia 
trachomatis, 

(57) Zusanunenfassung 

Die Eriindung bctrifft einen Tumorimpfstoff, bei dcm die Immunogcnitfll von Tumorzellen, tumorassoziiertcn Antigcncn oder 
antigenen Tcilstrukturen durch geniechnische Modifizicrung oder durch chemischc Bindung an ein exogencs Hiizeschockprotein veretflrki 
wird. Bcvorzugt eingesetzt werden mikrobielle Hitzeschockproieinc bzw, dercn Gene, die aus Mycobakicrien, Escherichia coli oder aus 
Chlamydia trachomatis erhaltcn werden. 
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der Lage, eine wirksame Abwehrreaktion gegen die nativen 
Tumorzeilen zustandezubringen . 

Um eine wirksame immunologische Abwehrreaktion gegen ma- 
5 ligne Tumoren hervorzuruf en, ist es unerlafilich, die Im- 
munogenitat derjenigen Tumorzeilen oder tumorassoziierten 
Antigene mit denen man eine Iiapfung vornehmen will, 
kunstlich zu verstarken. Bei Tumorzellimpf stof f en kann 
dieses dadurch geschehen, daB man die Tumorzeilen che- 
misch, enzymatisch oder durch Hinzufugen apathogener Vi- 
ren bzw. abgeschwachter Tuberkelbakterien (BCG) Suflerlich 
modifiziert oder gentechnisch durch Obertragung z,B. ei- 
nes Zytokingens verandert (Specific Immunotherapy of Can- 
cer with Vaccines, eds. Bystryn et al., Ann NY Acad Sci 
15 690 (1993); Pardoll, Curr Opin Immunol 4, 619-623 

(1992) ). Subzelluiare, losliche tumorassoziierte Antige- 
ns, z.B. Proteine oder Peptide mit entsprechenden ira- 
mundominanten Epitopen aus Melanomzellen (van der Bruggen 
et al,, Science 254, 1643-1647 (1991), Adenokarzinomen 

20 (Taylor-Papadimitriou et al,, Ann NY Acad Sci 690, 69-79 

(1993) ) Oder anderen Tumoren (Slingluff et al., Curr Opin 
I-iTununol 6, 733-740 (1994)) mussen an ein immunogenes Tra- 
germolekul gebunden warden, um ihre schwache Immunogeni- 
tat zu verstarken bzw. sie uberhaupt immunogen zu machen. 

25 Peptide ohne TrfigermolekOl wirken in 'der Kegel lediglich 
als Hapten, d.h- sie reagieren zwar mit einem entspre- 
chenden peptidspezifischen Antikorper, konnen aber selbst 
keine Immunantwort hervorrufen. Als Tragermolekul werden 
bestimmte Serumproteine oder bakterielle Toxoide' verwen- 
det. Vor der Impfung wird dem Konjugat aus Peptid und 
Tragermolekul Qblicherweise ein Adjuvans zugefugt, wo- 
durch die Immunantwort nochraals verstarkt wird, 

Prinzipiell wird die Immunantwort erkennbar an Hand der 
Bildung antigenspezifischer Antikorper und/oder T- 
Lymphozyten. Wie Ergebnisse von tierexperimentellen Un- 
tersuchungen und in-vitro-Tests mit humanen Tumorzeilen 
zeigen, kommt es bei der Erzeugung einer therapeutisch 
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TumoriBpfstoff fur die iBHuntherapie von .alignen Tu»oren 

5 Die Erfindung betrifft die Herstellung eines Impfstoffes 
aus gentechnisch modif izierten Tumorzellen beziehungswe.- 
se aus biochemisch isolierten tumorassoziierten Antxgenen 
Oder synthetisch hergestellten antigenen Teilstrukturen 
fur die immuntherapie von malignen TuBoren. Anwendungsge- 

10 biete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeutx- 
sche Industrie. 

Die grundlegende Therapie solider maligner Tumoren ist 
die chirurgische oder strahlentherapeutische Entfernung 

15 des PriBSrtumors. Bei systemischen For=en der Krebser- 
KranXung oder chirurgisch nicht erreichbaren Tumormeta- 
stasen fuhrt man eine Chemotherapie durch oder versucht 
eine biologische Therapie. Theoretisch gesehen ist die 
Erzeuaung einer gegen Krebszellen gerichteten Immunant- 

20 wort /die zur Zerstorung der Krebszellen fiihrt, das ge- 
sunde Gewebe aber nicht behelligt, die optiiaale Hethode, 
um Tumor^etastasen zu bekampfen. DaB es prinzipiell mog- 
lich ist, eine gegen Krebszellen gerichtete Immunantwort 
zu erzeugen, wird durch Ergebnisse von Impf versuchen mt 

25 tierexperimentellen Tunnoren sowie auch mit einigen Tumo- 
ren des Menschen belegt. 

ES sind jedoch noch Henminisse zu uberwinden. ehe diese 
Form der aktiven spezifischen Immunisierung zur Therapie 
30 von Krebserkrankungen eine breitere klinische Anwendung 
finden kann. Eines der groBten Hemmnisse ist die geringe 
iB^unooenitat spontan entstandener Tumoren. Unstrittig 
ist, daB die meisten Tumoren, auch diejenigen des Men- 
schen, tumorassoziierte Antigene besitzen, durch die sie 
35 sich vom aesunden Gewebe unterscheiden. Da Tumoren jedoch 
korpereigenes Gewebe darstellen, registriert das Immunsy- 
stem lediglich die Existenz tumorassoziierter Antigene 
f den malignen Zellen, ist aber von sich aus nicht in 
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K-ebszellen in erscer Linie 
wirksamen Inmunantvort cjegen ' immunitat an und 

Hellstrom, Ann NY Acad \.^^.,,,i,u,,,en daruber, wie 

5 existieren bisher Keine '^^^^^ tumorassozi- 
.an bei eine. I.P-n. ^^n^^^^ ^^^^^^^^^ . 
ierten Antigenen ,u.orantigenspezif isc.er T- 

.U6, uB Vor alle™ ^^^^'^'l^^ ,,uth for Cancer Vac- 
,0 cines, a Natl cancer Inst 86, 

.as .ei .e. vo.iegenden S^^.u. «a. ^s^^^^ 
Tumorimpfstoff bereitzustell ' ^.ntigene oder anti- 

Tumorzallen als auch ^t^oras^ ^_ ^^^^^^^ ^.we.rreaKtion ge- 
15 gene TeilstruKturen .ur ^.^ ,,,gabe der Er- 

gen native Tumorzellen einz x.munogenitat von als 

findung bestand dabei ^^'^ ' tumorassoziierten ^J^- 

iBpfstoff verwendeten T^^'.^'";^^^^^^^ ^,,eh gentechnische 
tigenen oder antigenen Te.l. ^ . ^,,ch bio- 
20 Hodifizierung der Tumorzelle Antigenen 
c.e.isc.. -^-'^f-Z^^r:ir.s^ .u verst.rKen und 
Oder --^^--";^J:^;~c. T-Ly.pnozyten vennittelte 
dabei insbesondere die 
litmmnitSt zu stimulieren. 

25 ^ ;,uf^abe durch gentechnische Mo- 

Cberraschend konnte diese a y ^,.f ^ndungsgemaS zusatz- 
difizierung von T-'"^""''";' ^,,,^v,ockproteins enthalten 
lich das Gen eines ^..uerten Antigenen oder 

Oder durch Bindung von --^^^^^j;^^,,,, nitzescnockpro- 
30 antigenen Teilstrukturen an e.n 
tein gelost werden. 

• f foff enthalt Tumor zellen, 
Oer erfindungsge..Be ---^;^';;;;,,,,,p,o.eins enthalten 
die das cen eines f^^^^^tigene oder antigene 

35 beziehungsweise tumorassoz ^^^^ Hitzeschockprotein 

Teilstrukturen, die an ein 
gebunden sind. 
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Bevorzugt wird ein mikrobielles Hit 

Chlamydia tracheitis Zl cou u„d 

Chlamydia trachomatis. »SP70 aus 

° ^""^ «»«teHu„g des Tu«ori.pfst„f,- 

=«er „ethode„ .a„s chiru'isch "'r'" 
-oliert warden. Tu-orzeUil^T df ^-or,e„eb, 
■■en guicher Histoiogie stall . °"°«">en Tumo- 

-rden, ei„ ^^iZ^ZZ' ^r''^'^ " 
JcarzinoBlinia, „ie z.B. die Li„. °" ""'^ 

I«P^sto„ „ird postoparat" veraMoi""" ""'^ """^ 
tion warden die TumorzeUan durch . " ^P^^i"- 
■ievitaiisiert. ' """" "■^""tlve Bestrahlung 

Ihfolga der Bereitstellung dieses er^, . 
""Ptstoffes durch Einschieusen V ^"<=- 
Hxtzeschocproteins u„d dessen 're ^""^-n 
"orzeiien naohhaitig varfre^.. Tu- 
0« can des HitzeschtlroT ''"'' '»»o- 
-eUor pco«„ (invitrogen cor " = • ^" 

-cMeusung „„d Expression des can. "n- 
telns erfolgt nach an sich .eXa ", """---Xpro- 
"urch Transf action .it dam * " " 
(Boehringer „a„„hei, c«=„, nach1 r"''" ""'^"^ 

«'-.ne. .y„p„.: hrert'errrren"""™' ^-"-^ 

GemaB der ^'r^ir.^.. 
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tigene Teiistrukturen verwendet. Ein tumorassoziiertes 
Antigen ist beispielsweise das Carcinoembryonale Antigen. 
Als synthetisch hergestellte . antigene Teiistrukturen wer- 
den gemaB der Erfindung synthetisch hergestellte Mucin- 
5 peptide, insbesondere Monoraere und Oligomere der Mucin- 
peptide MUCl und MUC2 eingesetzt. 

Der Tumor impfs toff wird nach an sich ublichen Hethoden 
untex sterilen Kautelen hergestellt, in dem das Hitze- 
10 schockprotein cheraisch an die tumorassoziierten Antigene 
Oder antigenen Teiistrukturen gebunden wird. 

Mit dem erf indungsgeiaaBen Tumorimpf stof f wird eine neuar- 
tige Strategie verfolgt. Durch die gentechnische Modifi- 

15 zierung von Tumorzellen nit dem Gen eines Hitzeschockpro- 
teins beziehungseise durch die Bindung an ein exogenes 
Hitzeschcckprotein wird uberraschend die Iiniaunogenitat 
von Tuaiorzellen und von tumorassoziierten Antigenen oder 
antigenen Teiistrukturen wirksam verstarkt, d.h. es wird 

10 dadurch erstmalig moglich, auch tumorassoziierte Antigene 
Oder antigene Teiistrukturen gezielt einzusetzen und da- 
durch die durch T-Lymphozyten vermittelte Immunitat zu 
stimulieren. 

15 Die erf indungsgemafien Tumorimpf stof fe werden fiir die Be- 
handlung von Patienten mit Karzinom, Sarkom oder malignem 
Melanom verwendet und vorzugsweise postoperativ verab- 
folgt. 
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Patentanspriiche 

1. Tumorimpf stof f fiir die Immuntherapie von Tumoren ent- 
haltend Tumorzellen, tumorassoziierte Antigene oder 
antigene Teilstrukturen, wobei die Tuinorzellen das 
Gen eines exogenen Hitzschockproteins enthalten, und 
die tumorassoziierten Antigene oder antigenen Teil- 
strukturen an ein exogenes Hitzeschockprotein gebun- 
den sind. 



2. Tumorimpf stof f nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

als Tumorzellen devitalisierte autologe oder allogene 
Tumorzellen eingesetzt werden. 

15 

3. Tumorimpf stof f nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafl 

die tumorassoziierten Antigene oder antigenen Teil- 
strukturen biochemisch isoliert oder synthetisch her- 
20 gestellt werden. 



4. Tumorimpf Stof f nach einem der Anspruche 1 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

als tumorassoziierte Antigene oder antigene Teil- 
25 strukturen synthetisch hergestellte Mucinpeptide ver- 

wendet werden. 

5. Tumorimpf stof f nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

30 synthetisch hergestellte Monomere oder Oligomere der 

Mucinpeptide MUCl und MUC2 verwendet werden. 

6. Tumorimpf stof f nach einem der Anspruche i oder 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

35 als tumorassoziiertes Antigen oder antigene Teil- 

strukturen Carcinoembryonales Antigen oder antigene 
Teilstrukturen des Carcinoembryonalen Antigens ver- 
wendet werden. 
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7. Tumorimpfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das exogene Hitzeschockprotein ein mikrobielles Hit- 
5 zeschockprotein ist- 

8. Tumor impfstoff nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP65 aus Mycobak- 
10 terien ist. 

9. Tumorimpfstof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , daS 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Mycobak- 
15 terien ist. 

10. Tumorimpfstoff nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Escheri- 
20 chia coli (DnaK) ist. 

11. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP60 aus Chlamy- 
25 dia trachomatis ist. 

12. Tumorimpf stof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Chlamy- 
30 dia trachomatis ist. 

13. Verwendung eines Tumorimpfstoff es nach einem der An- 
spruche 1 bis 12 zur Behandlung von Patienten mit 
Karzinom, Sarkom, malignem Melanom, Leukamie oder ma- 

35 lignem Lymphom. 
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14. Verfahren zur Herstellung eines Tunorimpf stof f es nach 
einem der Anspruche 1,2 und 7 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet , daB 

man in Tumorzellen die cDNA des Gens eines Hitze- 
schockproteins einschleust und dort , zur Expression 
bringt; 

15. Verfahren zur Herstellung eines Tumor impfs toff s fur 
die Immuntherapie nach den Anspruchen 1 und 3 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das Hitzschockprotein an die tumorassoziierten Anti- 
gene Oder antigenen Teilstrukturen gebunden . wird. 
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(57) Abstract 



The invention concerns a tumour vaccine in which the immunogcnicity of tumour ceils, tumour associated antigens or antigen partial 
structures are reinforced through genetic modification or through chemical bonding to an exogenous thermal shock protein. The use of 
microbial thermal shock proteins or their genes is preferred which are derived from mycobacteria, Escherichia coU or from Chlamydia 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctriffi cincn Tumorimpfstoff, bci dem die Immunogenitat von Tumorzcllcn, tumorassoziicrten Aniigenen odcr 
antigcncn TeilstruJciurcn durch gentechnische Modiftzierung oder durch chcmische Bindung an cin cxogencs Hiizeschociqprotein vcrstarkt 
wird. Bevoriugt cingcsetzt wcrden mikrobiclle Hitzcschockprotcinc bzw. deren Gene, die aus Mycobakterien, Escherichia coli oder aus 
Chlamydia trachomatis erhalten werden. 
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Fdd 1 Bcmcrkungcn zu den Anspritchen, die stcfa tJs nicht rccherchierbu- erwiescn haben (Fortseuung von Punkt I aur Btatt I) 



Gemifl Artikd I7(2)a) wurde aus folgenden Griindcn fur beiummte Anipruche kein Recherchcntxricht crstellt 

1. [Y] Aiupruche Nr. 13 

weil Sic sich luf GegensUnde beziehcn. zu deren Recherche die Behbrdc nicht verpHichtet ist. nimiich 

Beraerkung: Obwohl die Anspriiche 13 sich auf ein Verfahren zur Behandlung 
des menschlichen/tierischen Korpers bezleht, wurde die Recherche durch- 
gefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/ 
Zusanunensetzung. 

2. I I Ampruche Nr, 

wetJ jte sich auf T^tlc der intemxiionilen Aiuneldung beziehen, die den vorgeschrtebnten Anforderungcn so wcnig enuprechcn, 
dii3 eine stnn voile incern&uonale Recherche nicht dur chgefiihrt wcrden kann, namitch 



□ 



Anspriiche Nr. 

wni es sich dafaei um abhangige Anspriiche handeic die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 i) abgefaBt rind. 



Fdd II Bemcrkungen bei mmngelndcr Einheitlidikdc der Erfuidung (Fortsetzuiig von Punkt 2 auf Blait I) 



Die internauonak Rechcrchenbchbrds h&t festgesuUt. daB diese tnternationale Anmetdung mehrere Erfindungen enihalL 



t. I Da der Anmekler alle erforderlichen zuiatziichen Recherchengebuhren rechizeitig entrichtei hat, erstreckt sich dieser 
I——* inter nationaie Recherchenberichl auf aile recherchierfaaren Anspruche der intemationaien Anmcldung. 

2. [ I Da fiir aile rccherchicrbaren Anspruche die Rec h er ch e ohne eincn Arbeitjaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine 

zusatzlkhe Recherchcngebuhr gerechtfertigi halle, hai die Internauonaic Recherchenbchorde nicht zur Zahlung emer solchen 
Gebuhr aufgeforderc 

3. [ Da der Anmeider nur etnige der erforderlichen zusatzlxchen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erxircckt sich dieser 
>— * internacionaJe Rccherchenberkht nur auf die Anspriiche der inter nation aien Anmeldung, fur die Gebiihren entrichtet worden 

find, namlich auf die Anspriiche Nr. 



! I Der Anmeider hat die erforderlichen zuiatziichen Recherchengebuhren nicht rechaeitig cnirichUL Der internationale Recher- 
chenbericht beschranki sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfmdung; dicse ist in folgenden Anxpruchen er 
fafli: 



BesnerkuoeeQ hinachtlich ctnes Widerspnicfas Die zusatziichen GebUhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezihJu 

I I Die Zahlung zuxatzlicher Gebiihren erfolgce ohne Widerspruch. 
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